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(57) Sang ché dé cap dén nucleotit duoc danh ddu chta nucleotit, phan tir lién ket duoc

gan vao nhom phosphat cua nucleotit, va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir dugc gin vao

phan tir lién két. The dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dugc oxy héa hoic duoc khir bang
kénh dan dién khi dugc duy tri & gan viing cam bién cua kénh dan dién.
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Linh vue kj thuit dwge dé cap

Séang ché d& cap dén nucleotit dwgc danh diu gdm nucleotit, phan tir lién két duge
gn v6i nhom phosphat ctia nucleotit, va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dugc gan vao
phan tir lién két. Sang ché cling dé cap dén phuong phép giai trinh tw sir dung nucleotit

duwoc danh dau va bo kit bao gém céc nucleotit duge danh diu.

Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Nhiéu quy trinh thi nghiém trong nghién ciru sinh hoc hodc héa hoc bao gom thuc
hién s lugng 16n cac phan mg duogc diéu khién trén cac bé mat gia d& cuc bd hodc bén
trong cic budng phan ting duoc xac dinh trude. Cac phan tng duogc dinh 3 c6 thé sau d6
dwoc quan sat hoac duoc do va su phan tich sau d6 c6 thé gitp nhan biét hoidc boc 16 cac
tinh chét cta céc chit hoa hoc tham gia vao phan tmg. Trong mét sé vi du, cac phan tng
duoc diéu khién tao ra huynh quang, va vi viy hé théng quang hoc c6 thé duoc str dung
d& phat hién. Trong cac vi du khac, cac phan tmg dwgc diéu khién 1am thay déi dién tich,
do din dién, hodc mot sb tinh chét vé dién khéc, va vi vay hé thong dién tir c6 thé duoc sir
dung dé phat hién.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a d& xuit nucleotit dwgc danh diu va duoc cu thé hod trong
cacmuc tirsd 1 dén6.

Muc 1: Theo mét phuong 4n, nucleotit dwgc danh diu bao gdm nucleotit; phan tir
lién két dugc gin vao nhom phosphat ciia nucleotit; va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir
duoc gin vao phan tir lién két, thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dugc oxy héa hodc
duge khir boi kénh dan dién khi duoc duy tri & gan viing cam bién ctia kénh dan dién.

Muc 2: Theo phuong an (1) ctua nucleotit duwgc danh déu, thé dién tich hoat tinh
oxy héa-khu chira nguyén tir kim loai dugc tao phirc ma s& tham gia phan {mg oxy héa-

khu.
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Muc 3: Theo phuong an (1) hodc (2) cia nucleotit duoc danh dAu, phan tr lién két
bao gdm ving dic hiéu duge gén vao thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir.

Muc 4: Theo phuong an (3), viung dédc hiéu la d8 twong tic v6i ving chét nhan trén
phan tir ndi dugc lién két v6i kénh din dién, va ving dic hiéu chua thé ai lyc.

Muc 5: Theo phuong an (4), vung dac hiéu 1a @8 lai v6i ving chat nhan trén phan
ttr néi duoc lién két voi kénh dan dién, va thé 4i luc chira trinh tu nucleotit c6 tir khoang
mot nucleotit dén khoang mudi nucleotit hodc trinh tu axit peptit nucleic ¢ tir khoang
mdt axit peptit nucleic dén khoang mudi axit peptit nucleic.

Muc 6: Theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir (1) dén (5) cua nucleotit
duoc danh diu, thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir chira 10 dién tich hodc it hon ¢ trang
thai khong duoc oxy hoa hodc khong dugce khir; va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khu
chira tir khoang 1 dién tich dén gén 100 dién tich & trang thai dugc oxy hoa hoac duge
khr.

Pugc hiéu 13 dau hiéu bét ky cua nucleotit duge danh diu dugc @8 cap ¢ day, bao
gdm céc phuong an tir (1) dén (6), c6 thé dugc két hop cing nhau theo cach va/hodc ciu
hinh mong mudn bat ky.

Khia canh tht hai duge d& cap ¢ day 1a phuong phap duge cu thé hod trong céac
muc tir 7 dén 18 dudi day.

Muc 7: Theo mot phuong an, phuong phép theo sang ché bao gom dua axit nucleic
khuén vao kénh dan dién c6 polymeraza dugc gin & d6; dua cac nucleotit duge danh dau
vao kénh dan dién nay, it nhit mot nucleotit dugc danh déu trong s6 cac nucleotit duoc
danh diu nay bao gdm nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir ddc hiéu nucleotit
duoc gin vao d6, nho d6 mot trong sd cac nucleotit duge danh diu nay két hop voi
polymeraza; trong khi mot trong s6 cac nucleotit duge danh dau cia cac nucleotit duoc
danh diu dugc két hop, bt diu phan tmg oxy hoa-khir giita thé dién tich hoat tinh oxy
héa-khir dic hiéu nucleotit va kénh din dién dé lam thay ddi trang thai dién tich cua thé
dién tich hoat tinh oxy hoa-khir dac hiéu nucleotit nay; va dap tmg vé&i phan img oxy hoa-

khtr, phat hién sy dap Gng cia kénh dan dién nay.
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8. Theo muc (7) vé phuong phép theo sang ché, viéc bit dau phan tng oxy hoa-
khir bao gdm nap dién 4p tai vao kénh dan dién; va phat hién dap Gng cia kénh dan dién
nay bao gbém viéc nap dién ap doc vao kénh dan dién.

9. Phuong phap theo muc (7) hodc (8) con bao gdm viéc két hop su dap tmg cia
kénh dan dién véi thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dic hiéu nucleotit cia mt trong s6
cac nucleotit duge danh du duogc két hop; va dua trén thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir
dic hiéu nucleotit, xac dinh nucleotit ciia nucleotit dugc danh diu duogc két hop nay.

10. Phuong phap theo muc (9) ciing con c¢6 thé bao gom viée cat thé dién tich hoat
tinh oxy héa-khir dic hidu nucleotit tir mét trong sé cac nucleotit duge d4nh dau duge két
hop, nho d6 nucleotit cia nucleotit duge danh dau duge két hop nay dwoc hop nhét vao
mach méi ma bé sung véi axit nucleic khuén.

11. Phuong phap theo muc (10), gép chung cac bude gbm viée két hop cia mot
trong s6 cac nucleotit duoc danh dau, viéc bat dau phan ing oxy héa-khir, phat hién, viéc
két hop, va viée xdc dinh 1a chu ky giai trinh tw; va phuong phap nay con bao gdm viée
thwc hién chu k¥ giai trinh tu tiép theo bang cach cho phép nucleotit duwgc danh dau tiép
theo cla cac nucleotit dugc danh dau két hop véi polymeraza; trong khi nucleotit duge
danh du tiép theo ciia cac nucleotit dwgc danh du dugc két hop, viéc bit diu phan tng
oxy hoa-khir khac gifta thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khtr ddc hiéu nucleotit khac va
kénh dan dién d lam thay dbi trang thai dién tich cia thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir
dic hiéu nucleotit khac; trong dap (rng v4i phan ung oxy héa-khwr khac, viéc xac dinh dap
ting khac cia kénh din dién; viéc két hop dap tng khéc cla kénh dan dién véi thé dién
tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiéu nucleotit khac; va dya trén thé dién tich hoat tinh oxy
héa-khtr diac hiéu nucleotit khéc, viéc xac dinh nucleotit ciia nucleotit dugc danh dau tiép
theo ctia c4c nucleotit duwoc danh diu.

12. Phuong phap theo muc (11) cling con co thé bao gdm viéc cat thé dién tich
hoat tinh oxy hoa-khur dédc hi€u nucleotit khac cua mot trong s6 cac nucleotit duge danh
dau tiép theo, nho @6 nucleotit ctia mét trong s6 céc nucleotit dwgc danh diu tiép theo nay
duoc hop nhit vio mach méi b sung véi axit nucleic khuén; va 1dp lai chu ky giai trinh

tu.
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13. Phuong phap theo muc bét ky trong sé cac muc tir (7) dén (12), thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir chira nguyén tir kim loai dugc tao phirc dé tham gia phan tng oxy
hoéa-khur.

14. Phuong phéap theo muc bat ky trong sb cac muc tir (7) dén (13), thé dién tich
hoat tinh oxy hoa-khtr chira 10 dién tich hodc it hon ¢ trang théi khéng dwoc oxy hoa hoac
khong dugc khir; va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir chira tir khodng 1 di€n tich dén
gin 100 dién tich & trang thai dién tich d4 thay doi.

15. Phuong phéap theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (7) dén (14), cac nucleotit
duge danh ddu chira nucleotit duoc danh d4u thtr nhit c6 deoxyadenosin polyphosphat
lam nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir dac hi€u nucleotit thir nhéat; nucleotit
duge danh diu tht hai chita deoxyguanosin polyphosphat 1am nucleotit va thé dién tich
hoat tinh oxy hoa-khir dic hiéu nucleotit thur hai; nucleotit duwoc danh diu thir ba chua
deoxyxytidin polyphosphat lam nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiu
nucleotit thi ba; va nucleotit dwge danh diu thi tu chira deoxythymidin polyphosphat lam
nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir ddc hi€u nucleotit thi tu; va cac thé dién
tich hoat tinh oxy héa-khtr ddc hiéu nucleotit thu nhét, tht hai, th@ ba va tht tu 1a khéc
nhau.

16. Phuong phap theo muc (15), hai thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr ciia cac the
dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir dac hiéu nucleotit thur nhét, thr hai, th@ ba va thir tu ¢6
dién tich duong ¢ trang thai dién tich da thay dbi, va trong d6 hai thé dién tich hoat tinh
oxy hoéa-khir con lai cta cac thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir ddc hiéu nucleotit thi
nhét, tht hai, thir ba va tht tu c6 dién tich 4m & trang thai dién tich da thay doi.

17. Phuong phap theo muc bat ky trong s6 cac muc tir (7) dén (16) ciia phuong
phap, cac nucleotit dugc danh dau c6 mit trong dém cé ndng do mudi thap.

18. Phuong phéap theo muc bat ky trong s6 cac muc tir (7) dén (17) clia phuong
phép, kénh dan dién 1a kénh cla tranzito hiéu ung trueong.

Puoc hiéu 1a mot s6 diu hiéu bat ky cia phuwong phép, bao gdm khia canh theo
muc tir (7) dén (17), c6 thé duoc két hop ciing nhau theo cich mong mudn bat ky. Ngoai

ra, duoc hiéu 13 su két hop bét ky cua cac dau hiéu cia phuong phap ndy va/hodc cua
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nucleotit duge danh diu c6 thé duoc st dung cing nhau, vi/hoic duoc két hop véi vi du
bét k¥ cia cac vi du dwoc dé cap & day.

Khia canh tht ba duge dé cap ¢ day la bo kit. Muc s6 19 dén 22 @ cap dén khia
canh thir ba nay.

19. Trong mot phuong 4n, bd kit bao gdm té bao chdy, chira kénh dan dién c6 phan
tr ndi dwoc gin thém vao d6 va polymeraza duroc gin vio kénh din dién thong qua phan
tir néi; axit nucleic khuon dugc dua vao t& bao chay; cac chit phan tmg duoc dua vao té
bao chay, cac chat phan Gmg chira cac nucleotit dugc danh d4u, it nhit mot trong sb céac
nucleotit duge danh déu chira: nucleotit; phan tir lién két duoc gin vao nhém phosphat
cua nucleotit; va thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir dugc gén vao phan tr lién Kkét, the
dién tich hoat tinh-oxy héa-khir dugc oxy héa hodc duge khir nho kénh dan dién khi duogc
duy tri & gin ving cam bién cta kénh din dién; va bo do dé phat hién dap tng tir kénh
dan dién khi phan ting oxy héa-khir xay ra gitra thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khtr va
kénh dan dién.

20. Bo kit theo muc (19), thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir dugc chon loc tur
nhém bao gdm feroxen, kém tetrabenzoporphyrin, coban phtaloxyanin, tris-(2,2'-
bipyrimidin)ruteni, rugu  4-feroxenylbenzyl, 5-(4-hydroxymetylphenyl)-10,15,20-
trirhesitylporphinato k&m(II), va calixaren hoat tinh oxy héa-khir.

21. B kit theo muc bat ky trong s cac muc tir (19) hodc (20), thé dién tich hoat
tinh oxy héa-khtr chira 10 dién tich hoac it hon ¢ trang thai khong dugc oxy hoa hoac
khéng dugc khir; va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir chira tir khoang 1 dién tich dén
khoang 100 dién tich & trang thai dugc oxy hoa hodc dugc khir.

22. B9 kit theo muc bét ky trong s cac muc tir (19) dén (21), kénh din dién 1a
kénh cua tranzito hiéu img truong.

Pugc hiéu 12 mét sé ddu hidu bt ky cua bd kit nay, bao gdm bo kit theo muc bt
ky trong s cac muc tir (19) dén (22), c6 thé duge két hop cung nhau theo cach mong
muén bat ky. Ngoai ra, duoc hiéu 1a sw két hop bat ky cla cac ddu hidu cta bg kit niy
va/hoac cia phuong phap va/hoac cua nucleotit duwgc danh déu c6 thé duoc sir dung cliing

nhau, va/hodc duoc két hop v6i vi du bat ky cua cac vi du dugc dé cap ¢ day.
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Ngoai ra, dugc hiéu 1a mot s ddu hiéu bt ky cta nucleotit duge danh dau bat ky
ctia cac nucleotit duoc danh dau va/hoic cia phuong phap bat ky cta cac phuong phép
va/hodc cua bd kit bat ky cila cc bo kit c6 thé dugc két hop cung nhau theo cach mong
mubn bt ky, va/hoic cb thé duge két hop véi vi du bt ky cia cac vi du duoc deé cap &
day.

M5 ta viin tit cac hinh vé

Céc diu hiéu ciia cac vi du clia sang ché s& trd nén d& thay bang cich vién dan dén
‘phan mo ta chi tiét sang ché va cic hinh v& duéi day, trong d6 gidng nhu cac s6 chi dan
twong (g v6i cac thanh phan twong tw, mic du cd thé khong gidng. Vi tinh ngin gon, cac
s6 chi dan hodc cac ddu hiéu c6 chirc ning dugc md ta trude d6 co thé hoic khong thé
dwoc md ta khi két hop vé6i cac hinh vé khac ma ching xuat hién.

Fig. 1 la hinh v€& gian lugc cua vi du vé nucleotit dugc danh dau;

Fig. 2 1a hinh v& gian luoc va phdi canh mot phan cta vi du vé hé théng duge dé
cap theo sang ché;

‘Fig. 3 1a hinh v& gian lugc cla cac polymeraza duoc gin vao kénh dan dién cua bd
cam bién dién tich va duoc két hop véi cac nucleotit duge danh diu ma c6 thé duge phan
biét dua trén dién tich;

Fig. 4 1a so d6 dong minh hoa vi du vé phuong phéap dugc dé cap trong day;

Fig. 5A 1a hinh v& gian luge cua vi du vé nucleotit duge danh diu dugc sir dung
trong phwong phéap giai trinh ty; va

Fig. 5B 1a hinh v€& gian lugc cua vi du vé su tuong tac gitta phan tir ndi va ving dic
hiéu cua vi du vé nucleotit duoc danh diu duge @& cap theo sang ché.
M0 ta chi tiét sang ché

Céc nucleotit dugce danh diu duoc dé cp trong ddy c6 thé duge st dung cho phat
hién phén tr don trong cac quy trinh giai trinh ty axit nucleic. B cam bién dugc str dung
trong phat hién phan tir don c6 thé c6 mot kénh dan dién v6i mot polymeraza duroc gin
thém vao d6. Piéu nay tao kha nang cho mét su kién hop nhét (tc 13, sy hop nhét cia

bazo vao mach méi nho polymeraza) dé dugc do tai thoi diém tai moi bo cam bién ri€ng
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1&. Cac nucleotit dugc danh diu cung cip phuong thirc do doc ddo c6 thé duge sir dung
cho viéc giai trinh tu axit nucleic va cho phat hién céc axit nucleic va cac chat phan tich
khac néi chung.

Vi du v& nucleotit duoc danh diu 10 dwoc v& gian luwgc trén Fig. 1. Nhu duge thé
hién trén hinh v&, nucleotit duge danh déu 10 chira nucleotit 12, phan tir lién két 14 hodc
14’ duoc gin vao nhém phosphat 16 ciia nucleotit 12, va thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-
khir 18 duge gén vao phan tir lién két 14 hodc 14°, thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir 18
duge oxy héa hoac duge khir nho kénh dan dién (sé chi dan 32, Fig. 2) khi dugc duy tri &
gAn viing cam bién (s chi dén 31, Fig. 3) cua kénh din dién 32. Nucleotit dugc danh diu
10 c6 thé duoc xem nhu nucleotit khong tu nhién hodc nucleotit tong hop boi vi né khac
v& mit cdu tric hoic hoa hoc véi nucleotit tir nhién.

Nucleotit 12 ciia nucleotit dugc danh dau 10 c6 thé 1a nucleotit ty nhién. Cac
nucleotit tw nhién chira bazo di vong 20 chira nito, duong 22, va mot hodc nhiéu nhém
phosphat 16. Cac vi du vé cac nucleotit tw nhién bao gém, vi du, cac ribonucleotit hodc
cac deoxyribonucleotit. Trong ribonucleotit, duong 22 1a riboza, va trong cac
deoxyribonucleotit, dwong 22 1a deoxyriboza, tirc 1a dudng thiéu nhoém hydroxyl c6 mit
tai vi tri 2° trong riboza. Trong vi dy, nucleotit 12 la & dang polyphosphat bdi vi n6 chira
nhiéu nhém phosphat 16 (vi du, tri-phosphat (tirc 14, gamma phosphat), tetra-phosphat,
penta-phosphat, hexa-phosphat, v.v). Bazo di vong 20 (tirc 1, nucleobazo) c6 thé 1a bazo
purin hodc bazo pyrimidin. Cac bazo purin chita adenin (adenine - A) va guanin (guanine
- G), va cac din xuét duoc bién ddi hodc cac chat twong tu cla chung. Céac bazo pyrimidin
chtra xytosin (cytosine - C), thymin (thymine - T), va uraxil (uracil - U), va cac dan xuét
duge bién ddi hodc cac chét twong ty cta ching. Nguyén tir C-1 ctia deoxyriboza duge
lién két v6i N-1 cta pyrimidin hodic N-9 cia purin. Chét tuong tu axit nucleic ¢6 thé c6
bét ky bo khung phosphat, dudong, hodc nucleobazo dugc thay dbi. Cac vi du vé cac chat
tuong ty axit nucleic bao gém, vi du, céc chét tuong tu cac bazo phé bién hodc bo khung
phostphat-duong, nhu la cac axit peptit nucleic (peptide nucleic acid - PNA).

Nucleotit dwgc danh déu 10 ciing chira phan tir lién két 14 hodc 14°. Trong mot 56
vi dy, phan tir lién két (dugc thé hién nhu 1a 14 trén Fig. 1) khong chtra ving dac hiéu 24.
Trong cac vi du khac, phan tir lién két (dugc thé hién nhu 1a 14° trén Fig. 1) chira ving
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dic hiéu 24. Nhu duoc vé gian luge trén Fig. 1, khi vung ddc hi¢u 24 1a phﬁn cua phan tir
lien két 14°, ving 24 c6 thé dwoc dat tai ddu ma lién két héa hoc véi thé dién tich hoat
tinh oxy hoa-khir 18. Vung dac hiéu 24 s€ con dugc mé ta & diém tiép theo cia tai liéu
nay.

Phan tir lién két 14 hoic 14° cua nucleotit dwge danh dau 10 c6 thé 1a phan tir
chudi dai bat ky ma c6 thé lién két hoa hoc, tai mot dau, véi nhom phosphat 16 cia
nucleotit 12 va c6 thé lién két hoa hoc, tai dau con lai, v6i thé dién tich hoat tinh oxy hoa-
khir 18. Phan t lién két 14 hodc 14’ ciing co thé duge chon loc sao cho né sé khong
tuong tac vGi polymeraza 26 dugc st dung trong hé théng 30 (xem Fig. 2) duoc d& cap &
day. Phan tir lién két 14 hodc 14’ dugc chon lgc sao cho né da dai dé cho phép thé dién
tich hoat tinh oxy héa-khir 18 nim bén trong ving cam bién 31 (Fig. 3) cua kénh dan dién
32 (Fig. 2). Nhu cac vi dy, phan tir lién két 14 hodc 14° c6 thé chira chudi alkyl, chudi
poly(etylen glycol), nhém amido, nhém phosphat, di vong nhw 1a triazol, cic nucleotit,
hodic cac sy két hop cua chung. Cac vi du vé chudi alkyl c6 thé chira it nhat 6 nguyén tir
cacbon va cac vi du vé& chudi poly(etylen glycol) ¢ thé chira it nhat 3 don vi etylen
glycol.

Vi du duéi day minh hoa vi du v& nucleotit dwgc danh dau 10, tai d6 phan tir lién

két 14, 14’ bao gdm chudi alkyl, nhém amit, chudi poly(etylen glycol), va triazol:

Thé dién tich — (Ving dac hiéu) __ M 2 0.0,0,059,9
Rt ] T o gep L. PJ I A #
B GH OH OM OH OH OH

Vi du duéi day minh hoa vi du khéc vé& nucleotit duge ddnh dau 10, tai d6 phén tu
lién két 14, 14° bao gdm céc chudi alkyl, nhém amit, cac chudi poly(etylen glycol),

triazol, va nhom phosphat:




35412

Vi du dué6i didy con minh hoa vi du khac vé nucleotit dugc danh dau 10, tai dé
phan tir lién két 14, 14° bao gom céc chudi alkyl, cac nhém amit, cac chudi poly(etylen

glycol), triazol, va nhém phosphat:

R N s (Vung dac hiéu) — The dién tich

Vi du dudi ddy minh hoa vi du khac vé nucleotit duge danh dau 10, tai d6 phan tr
lien két 14, 14° bao gdm céc chudi alkyl, nhém amit, cic chudi poly(etylen glycol),

triazol, nhém phosphat va chudi polynucleotit:

T T T T o T o T o T T T o ToT o Tl =TT =TT o T o T o T T o T T o o T Tl - T T =T =T =TT -

Thé dién tich — (Vung déac hiéu) N - N #

L N

~ gy

Trong khi nhidu phén tir lién két 14, 14° vi du da duge md ta, dugc hiéu 1a cac

phan tir lién két 14, 14’ khac c6 thé duoc st dung.

Nhu duoc thé hién trén Fig. 1 va cac vi du truée, mét sé nucleotit duge danh diu
10 ciing 6 thé chita ving dic hiéu 24 nhu phan cta phan tir lién két 14°. Vang dic hiéu
24 ¢6 kha nang twong tac v6i ving chét nhén trén phan tir ndi 28 (Fig. 2) ma duge lién két
v&i kénh din dién 32. Ving dic hiéu 24 ¢6 thé chira thé 4i luc, c6 thé gan tam thoi vao
ving chit nhan cta phan tir ndi 28. Ai luc lién két cta thé i lyc ¢6 thé dii manh dé lién
két ving dic hiu 24 véi ving chat nhan trén phan ti ndi 28 khi nucleotit dwoc danh diu
10 dwoc giit boi polymeraza 26, nhung ciing c6 thé du yéu dé giai phéng ving dac hiéu
24 ra khéi vung chét nhan sau su kién hop nhét (vi du, khi polymeraza 26 cat mot cach tu

nhién lién két gitta phosphat alpha va phan tit lién két 14, 14’ hodc giita phosphat alpha va
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phosphat beta). No6i cach khéc, cac ty 1€ bat va tit cia ving dac hiéu 24 (vi dy, thé 4i luc)
dén va tir ving chét nhan c6 thé duge chon loc dé cai thién cam bién toan bo phan tir don.
Ty 1€ bat ctia twong tac thé ai lyc/vung chét nhén c6 thé cao, vi du, do né)ng do cao mot
cach hiéu qua cia vung dac hiéu 24, va theo d6 la thé ai luc, trude su hop nhét nucleotit.
Ty 1¢ bat cao ndy lam ting phan thoi gian ma thé 4i luc dugce lién két véi viing cht nhan.
Sau khi cét, ty 18 tit su twong tac ciing c6 thé dwge chon loc dé da cao sao cho phirc hop
(gitta thé i lyc va ving chit nhan) phan ly di nhanh sao cho c6 xé4c suit thip cua trang
thai lien két (gifta thé i luc cla nucleoit va ving chit nhan dugc hop nhat truée d6) khi

nucleotit duge danh ddu 10 tiép theo di vao vi tri hoat dong cia polymeraza 26.

Trong vi du cu thé, ving dic hiéu 24 13 dé lai v6i viing chit nhan trén phan tir ndi
28, va vi vay thé ai luc co thé chira trinh tu nucleotit hodc trinh tu axit peptit nucleic ma
6 kha ning gin tam thoi vao ving chit nhan trén phan tit nbi 28 (Fig. 2). Trong vi du,
thé ai luc chira trinh tu nucleotit chira tir khoang mot nucleotit dén khoang mudi nucleotit
hoic tir khoang mot axit peptit nucleic dén khoang mudi axit peptit nucleic. Trong c4c vi
du khac, thé i luc chtra dén sau nucleotit hodc axit peptit nucleic. Trong vi du khac (nhu
con duoc thé hién va mé ta trén Fig. 5B), vung dic hidu 24 con c6 thé chira (c4c) inosin
gén suon ca hai dau cia trinh tu nucleotit. Trong cac vi du khéc nita, thé ai Iuc c6 thé 1a
phan phan tir khong phai axit nucleic, nhu 1 cac peptit ma ¢6 i luc véi nhau hodc véi cac
polymer ki nuge. Vi du protein dac hiéu chira cuén dang cudn, la mo tip chu tric trong
c4c protein ma c6 2—7 vong xodn alpha duge cudn ciing nhau gidng nhu cac soi clia day
thirng. N6i cach khac, cac cudon dang cudn dugce xay dung boi hai hoac nhiéu vong x04n
alpha hon ma cudn xung quanh nhau dé tao thanh siéu cudn. Céc vi du vé cac cudn dang

cudn chira cac protein sinh ung thu nhu 1a c-Fos va c-jun.

Thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir 18 c6 thé 1a thé dién tich bat ky ma c6 kha
nang ting dién tich cia né khi dugc oxy hoa (mét electron) hodac dugc khur (thém
electron) nhd kénh dan dién 32, vi du, khi duoc duy tri & gin ving cam bién 31 cia kénh
dAn dién 32. Thé dién tich 18 c6 thé tdng thé trung hoa (dién tich bang khong), hoic gan
vGi trang théi nay (10 dién tich hodc it hon), trude khi phan tmg oxy héa-khir xay ra. Noi
cach khac, ¢ trang thai khong dugc oxy hoa hodc khong duge khir, thé dién tich hoat tinh

oxy hoa-khtr 18 mang 10 dién tich hodc it hon. Cac dién tich dugc mang boi thé dién tich

-11-



35412

hoat tinh oxy hoa-khtr 18 khong chira bat ky dién tich ndo ctia phosphat 16 hodc ctia phan
tir lién két 14, 14’ cua nucleotit duoc danh du 10. Sau khi phan tmg oxy héa-khir xay ra,
téng dién tich toan bo cua thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khur 18 thay ddi (tic 1a, nd
mang nhiéu dién tich dwong hon hoic nhiéu dién tich am hon). Trong vi du, thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir 18 chira 10 dién tich hodc it hon ¢ trang thai khong duogc oxy hoa
hodc khong duogc khir, va thé dién tich hoat tinh oxy héé—khfr 18 chira tir khoang 1 dién
tich dén khoang 100 dién tich & trang thai dugc oxy héa hoic duge khir. Duge hiéu la s6
lugng dién tich cua thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir 18 & trang thai khong dwoc oxy
héa hoic khong duge khir 13 it hon sb lugng dién tich cua thé dién tich hoat tinh oxy hoa-
khir 18 & trang thai dugc oxy hdoa hodc duge khir. Trong vi du khéc, thé dién tich hoat tinh
oxy héa-khtr 18 chira 10 dién tich hodc it hon ¢ trang thai khong dugc oxy hoa hoac
khong duqc‘ khtr, va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr 18 chira tir khoang 20 dién tich

dén khoang 50 dién tich & trang thai dugc oxy héa hodc dugc khu.

Thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 ¢6 thé chira bt ky nguyén tir kim loai dugc
phéi hop (tirc 1a, duoc gift tai chd) c6 thé tham gia phan tmg oxy héa-khir. Cac vi du vé
cac nguyén tir kim loai gém sit, coban, ruteni, kém, déng, lithi, bac, v.v Nhu mot s vidu
cu thé, thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr 18 duogc chon loc tir nhom gém feroxen, kém
tetrabenzoporphyrin, coban phtaloxyanin, tris-(2,2-bipyrimidin)ruteni, ruou 4-
feroxenylbenzyl, kém (II) 5-(4-hydroxymetylphenyl)-10,15,20-trimesitylporphinato, va

calixaren hoat tinh oxy hoa-kht.

Feroxen c6 thé 12 hop chit kim loai hitu co bit ky ¢6 cong thic Fe(CsHs),. Vi du

cu thé 1a dendrime feroxen:
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trong d6 Fe?+ co thé trd thanh Fe’+ sau qua trinh oxy hoa, theo d6 thém dién tich

duong vao moi “Fe”.

Ké&m tetrabenzoporphyrin ¢ cau tric:

R
N c”
\ p—

| w
| N
N—Z7Zn—N
RN
| N
N— N=n

trong d6 R=C,Hs, C¢His, hodc CioHps. Zn'™ ¢ thé trd thanh Zn?" sau qu4 trinh oxy

hoa, theo d6 thém dién tich duong.
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c4 hai déu 1a cac phén tir tong trung hoa trong dung dich. Sau qué trinh oxy hoa,
Co? tr& thanh Co™, vi vdy thém dién tich dwong vao mdi “Co” (vi du, mét dién tich
dwong cho ciu trac thir nhAt va nim dién tich dwong cho cu triic thit hai). Cac hgp chat
chira coban khac vé6i cac trang thai oxy héa nim trong khoang tir -3 dén +5 duoc biét 1o
va ¢6 thé duoc str dung nhir 14 cac thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir c6 thé tao dién tich
am 18 hodc cac thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr co thé tao dién tich duong 18.

Tris-(2,2'-bipyrimidin)ruteni ¢6 cau tric:

trong d6 Ru?+ ¢6 thé tré thanh Ru+ sau qua trinh oxy hoa, theo d6 thém dién tich

duong.

rugu 4-feroxenylbenzyl c¢6 ciu tric:

OH

trong d6 Fe?+ c6 thé tré thanh Fe’+ sau qua trinh oxy hoa, theo d6 thém dién tich
duong.
kém (II)5-(4-hydroxymetylphenyl)-10,15,20-trimesitylporphinato 6 cau tric:
e f’J:" =y e OH

x; N Nk

) N W

Wﬂ
f 1
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trong d6 Zn>+ c6 thé trd thanh Zn'+ sau khi khtr, theo d6 thém dién tich 4m.

Mot s6 vi du vé céc calixaren hoat tinh oxy hoa-khtr chira:

Mbi phan ting oxy héa-khir cua céc phan tmg oxy hoéa-khir dwoc mo td néu trén c6
thé dao ngugc dugc, va vi vay cac hop chét c6 thé duge st dung & trang thai oxy hoa cao
hon va c6 thé duogc khir khi trong ving cam bién kénh dan dién 31, hodc c6 the dugc st
dung & trang thai oxy héa thip hon va co thé duge oxy héa khi trong ving cam bién kénh

dan dién 31.
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Nhu dugc d& cap & trén, thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr 18 dugc dé cap & day
c6 thé 12 trung hoa hodic gin trung hoa trong dung dich, va khong mang dién tich 16n hon
cho téi khi né tham gia phan timg oxy hoa-khtr. Nhu vay, cac nucleotit dugc danh diu 10
trong dung dich khong dugc xem 1a cac phén tir mang dién tich cao, va su tich tu gifta cac
nucleotit dugc danh diu 10 mang dién tich d6i nhau (cac thé dién tich hoat tinh oxy hoa-

khtr 18 gan trung hoa c6 dién tich d6i nhau 18) it ¢6 kha ning x4y ra.

Céc nucleotit duoc danh dau 10 c6 thé duoc sir dung trong bo kit va/hodc trong hé
théng 30 (vi du vé& cua hé théng dugc thé hién trén Fig. 2). B6 kit hodc hé théng 30 c6 thé
chira kénh din dién 32. Kénh din dién 32 c6 thé nim trong hoic 13 phan ctia d6 chtra, nhu
la giéng, 6ng, mang, cuvet, dia Petri, chai, hodc dd chua tuong tu. Vi du khac vé dd chira
thich hop 1a té bao chay 34. Cu hinh té bao chay bt ky thich hop cho cac viéc thuc hién
dugc md ta trong day c6 thé dwoc sir dung. Mot s6 té bao chay vi du 1a nhitng t& bao chay
c6 mat trén thi truong tir [llumina, Inc. (San Diego, CA). Cac té bao chay 34 13 thuan tién
cho viéc van chuyén cac chat phan tmg 16n dén chip clia cdc kénh dan dién kha dinh riéng
r& 32 trong sudt qua trinh gin ciia cac thanh phan phan tmg (vi du, cc axit nucleic khudn,
cac nucleotit duge danh dau 10, v.v) vao cac kénh din dién 32 twong Umg hoic trong sudt
cac phan tmg tiép theo dugc thuc hién voi cdc thanh phan phan tmg trén cac kénh dan
dién 32 twong tmg. Céc quy trinh ¢6 chu ky, nhu 1a cac phan Ung giai trinh tu axit nucleic,
1 dic biét thich hop cho cac té bao chay 34. Db chira khac dic biét hitu ich 14 giéng trong

dia da giéng hodc dia vi mach.

Trong vi du dwoc thé hién trén Fig. 2, té bao chay 34 chira kénh dén dién 32. Nhu
duge st dung trong day, thuat ngit “kénh dan dién” c6 muc dich mang nghia 1a phan cia
thiét bi do ma bién d6i su nhifu tai bé mit ctia né hodc trong truong dién xung quanh nd
thanh tin hiu dién. Vi du, kénh dan dién 32 c6 thé bién doi sy dén hodc sy roi di cua
thanh phan phan tng (vi du, nucleotit dwoc danh dau 10) thanh tin hi€u dién. Trong céc vi
du duoc dé cép trong ddy, kénh dan dién 32 ciing c6 thé bién dbi cac tuong tac giita hai
thanh phdn phan tng (axit nucleic khudn va nucleotit 20 ciia nucleotit duge danh déu 10)
thanh tin hiéu c6 thé do duoc thong qua twong tac cua nd véi thé dién tich hoat tinh oxy

héa-khtr 18 cua nucleotit duwoc danh du 10.
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Kénh din dién 32 ¢6 thé 1a kénh ctia bd cam bién dién tich 35. B cam bién dién
tich 35 co thé chia cac dAu ngudn va diu bo xa S, D va kénh 32 ndi véi cac dau S, D.

Kénh 32 c6 thé ¢6 hinh dang thich hop bét k¥, nhu 13, vi du, dng, day, tim, v.v.

Céc diu S, D c6 thé 14 vat liéu din dién phu hop bit ky. Cac vi du vé vat liéu cla
nguﬁ“)n va bo xa thich hop bao g@)m coban, coban silicua, niken, niken silicua, nhom,
vonfram, ddng, titan, molybden, indi thiéc oxit (indium tin oxide - ITO), indi kém oxit,

vang, bach kim, cacbon, v.v.

Kénh din dién 32 c6 thé chira vat lidu dan dién hoac vat liéu ban din bat ky c6 thé
oxy hoa hodc khtr thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18. Vit ligu c6 thé bao gém vat liéu
hitu co, vt liéu v6 co, hoac ca hai. Mot s6 vi du vé céac vat liéu kénh thich hop chira silic,
cacbon (vi du, cacbon thuy tinh, graphen, v.v), cac polymer, nhu la cac polymer dan dién
(vi du, polypyrol, polyanilin, polythiophen, poly(3.4-etylendioxythiophen) dugc pha thém
v6i poly(4-styrensulfonat) (PEDOT-PSS), v.v), cac kim loai, v.v

Trong mgt s6 vi du, kénh dan dién 26 ciing c6 thé 1a chu tric nano ma cé it nhat
mdt chidu trén thang do nano (Ién xudng tir Inm dén it hon 1pm). Trong mét vi du, chiéu
nay néi dén chidu 16n nhét. Nhu céc vi du, kénh din dién 26 c6 thé 1a cu tric nano ban
dan, cAu tric nano graphen, cAu tric nano kim loai, va cAu tric nano polyme dan dién.

Cau tric nano c6 thé 1a ong nano da hodc don vach, ddy nano, bang nano, v.v

B cam bién dién tich 35 vi du 1a tranzito hiu ng truong (field effect transistor -
FET), nhu 1a FET duva trén dng nano cacbon (carbon nanotube - CNT), FET dya trén ong
nano cacbon don véch (single-walled carbon nanotube - SWNT), FET cua diy nano silic
(SiNW), FET cua diy nano polyme, FET ctia bang nano graphen (va cac FET cua bang
nano lién quan dugc ché tao tir cac vat liéu 2D nhu 1a MoS,, silicen, v.v), FET 6ng

(tunnel FET - TFET), va cac thiét bi do déc dusi ngudng dung.

B cam bién dién tich 35 vi du dugc thé hién trén Fig. 2 1a FET céu tric nano chta
ngudn S, bd xa D, va kénh din dién 32 giita ngudn S va bd xa D. Kénh dén dién 32 c6 the
1a éng nano cacbon, ng nano cacbon don vach, ddy nano silic, diy nano polyme, v.v.
Kénh din dién 32 hoat dong nhu 13 tin cting cong (gate), va vi vay ciing duoc thé hién

nhu 13 “G” trén Fig. 2. Trong céc vi du dugc dé cap trong ddy, cong G/kénh dan dién 32
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c6 thé hoat déng nhu 13 dién cuc oxy héa-khir (cung cAp hodc nhén céc electron) cho thé
dién tich hoat tinh oxy héa-kht 18 ciia nucleotit dugc danh dau 10. Cu thé hon, cong
G/kénh dn dién 32 c6 thé duoc sir dung dé truyén cac electron dén hoic tir thé dién tich
hoat tinh oxy hoa-khir 18. Truyén electron c6 thé xay ra thong qua sy xuyén 6ng thong
qua oxit cong (khéng dugc thé hién trén hinh v&) trén it nhit phan ctia bé mit cia cong
G/kénh din dién 32. Trong mot sd vi dy, do day cia oxit céng c6 thé duge sir dung dé
didu bién hiéu qua chuyén dong dién sao cho lugng thoi gian twong tac t6i thiéu troéi qua
trude khi thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 tré nén duwgc hoat hoa du. Thoi gian
tuong tac c6 thé lién quan dén thoi gian ma thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 dugc
gilt bén trong Vl‘mg du gin cua cong G/kénh dan dién 32 cho su truyén electron xay ra véi
kha niang xay ra cao. Khoang thoi gian nay s€ phu thudc vao nhidu yéu t6, bao gdm loai
thé dién tich hoat tinh oxy hoa-kht 18, d¢ day oxit céng, va khoang cach cua thé dién tich
18 tir cdng G/kénh din dién 32. Pidu ndy c6 thé dwoc sir dung dé dam bao 12 bo cam bién
dién tich 35 du phan biét gilta cac nucleotit dwoc danh diu 10 dang phan tan ma tiép xuc
ngin nghi véi cong G/kénh din dién 32 nhung khong thuc sy duoc két hop véi
polymeraza 26 duoc gin vao cong G/kénh dan dién 32. Céc nucleotit 10 dugce két hop véi
vi tri hoat dong cta polymeraza 26 dugc mong doi 1a con gilt nguyén ¢ trang thai dugc
két hop trong khoang thoi gian ma dai hon déng ké thoi gian ma su tuong tic ngan ngii
xay ra. Vi du, nucleotit dugc danh diu 10 c6 thé gilt nguyén duogc Kkét hop véi vi tri hoat
dong cta polymeraza (vi dy, polymeraza 26) trong hang trdm micro gidy dén hang trim
mili gidy. Sy twong tic ngén ngii s& xdy ra nhanh hon trén c4c thang thoi gian phén tan 1a

cac cap khuech dai.

Trong vi du nay, polymeraza 26 dugc gitt c¢b dinh trén cong G/kénh dan dién 32
ctia b cam bién dién tich 32 v&i phan tir ndi 28. Phan tir nbi 28 duge st dung nhu [a mo
neo cho polymeraza 26. Phan tir ni 28 c6 thé biéu hién kha ning van chuyén electron.
Cac vi du v& cac phan tir khéi 28 thich hop chira cac chudi axit nucleic (vi du, ¢6 tir S dén
25 nucleotit), cac peptit, cac chudi cacbon don, cic oligome hodc cac polyme khong dan

dién hodc dan dién thap, v.v

Trong mdt s6 vi du, phan tir néi 28 giit polymeraza 26 it nhét 10 nm tinh tir cong

G/kénh din dién 32 clia b cam bién dién tich 35. Didu nay c6 thé 1a ddng mong doi, vi
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du, khi khong dang mong doi dé cim bién cac dién tich cua polymeraza 26 va/hodc cac
dién tich am cta axit nucleic khuon 36 dugc giit boi polymeraza 26. Tuy nhién, néu la
dang mong doi dé cam bién céac dién tich cia polymeraza 26 va/hodc axit nucleic khuén
36, thi phan tir ndi 28 ¢6 thé gifr polymeraza 26 it hon khoang 10 nm, it hon khoang 9 nm,
it hon khoang 8 nm, it hon khoang 7 nm, it hon khoang 6 nm, it hon khoang 5 nm, it hon
khoang 4 nm, it hon khoang 3 nm, it hon khoang 2 nm, hodc khoang 1 nm tur céng G cua

bd cam bién dién tich 32.

Viéc st dung b6 cam bién dién tich 35 dua trén FET c6 thé tao kha nang cho diéu
sau day: (1) d0 nhay don phén tir c6 thé dat duge véi FET duoc thiét ké hop Iy, va (2)
murc song song hoa (cling dugc goi la “kha ning da thanh phan™) cao c6 thé dwge don
gian hoa khi su thay ddi dién tich dugc do duoc x4c dinh vi tri trong vang 1an cén cua
cong G/kénh dan dién 32, bang cach d6 tranh dugc su trao dbi chéo giira ving 1an cin,
cac vi tri FET kha dinh riéng ré& (vi du, trong chip). Ngoai ra, FET cAu trac nano silicon c6

thé duogc san xudt sit dung cic quy trinh twong hgp véi cac phuong tién san xuit ban dan.

Céc vi du vé bd kit va/hodc hé théng 30 cling co thé bao gém axit nucleic khuon 36
duoc dua vao té bao chay 34 va cac chét phan tng (khong dugc thé hién trén Fig. 2) duoc

dwa vao té bao chay 34.

Axit nucleic khudn 36 c6 thé 1a miu bat ky dé dugc giai trinh tw, va c6 thé bao
gébm ADN, ARN, hoic cac chat twong tu cua chung. Ngudn cla cic axit nucleic khudn
(hoac dich) 36 co thé 1a ADN hé gen, ARN thong tin, hodc céc axit nucleic khac tir cac
ngudn tuy nhién. Trong mot s6 truong hop, cac axit nucleic khudn 36 bét ngudn tir cac
ngudn nay c6 thé duoc khuéch dai truée khi duge sir dung trong phuong phéap hodc hé
théng 30 theo sang ché. Mot s6 trong s6 nhidu k§ thuat khuéch dai da biét c6 thé dugc st
dung bao gom, nhung khong bi gi¢i han &, phan tmg chudi polymeraza (polymerase chain
reaction - PCR), khuéch dai kiéu vong tron lin (rolling circle amplification - RCA),
khuéch dai da thay thé (multiple displacement amplification - MDA), hodc khuéch dai
moi ngiu nhién (random primer amplification - RPA). Pugc hiéu 1a viéc khuéch dai cac
axit nucleic dich 26 truGe khi stt dung trong phuong phép hoac hé théng 30 dwoc thiét lap

trude trong ddy 1a khong bat bude. Khi d6, cic axit nucleic khudn 36 s& khong duoc

-19-



35412

khuéch dai trude khi st dung trong mot s6 vi du. Céc axit nucleic khudn/dich c¢6 thé ty y
duoc bt ngudn tir cac thu vién téng hop. Céc axit nucleic tdng hop c6 thé c6 cac thanh

phan ADN hozc ARN tu nhién hogc c6 thé 13 cac chat twong tu clia ching.

Céc mAu sinh hoc tir noi ma céc axit nucleic khuén 36 c6 thé dugc 14y bao gom, vi
duy, cac sinh vat tir dong vat c6 vi, nhu 1a loai gdm nhim, chudt nhat, chudt céng, tho,
chudt lang, dong vat mong guéc, ngua, ctru, lon, dé, bo, meo, chd, dong vt linh truong,
déng vat linh truéng 1a ngudi hodc khong phai nguoi; thuc vat nhu 1a Arabidopsis
thaliana, ngd, cao luong, yén mach, lia mi, la gao, cdi dau, hodc dau nanh; tao nhu la
Chlamydomonas reinhardtii; giun tron nhu 18 Caenorhabditis elegans; con trung nhu la
Drosophila melanogaster, mudi, rudi giém, ong mat hoac nhén; c4 nhu la ca ngua van;
dong vat bo sat; dong vat ludng cu nhu la éch hoic Xenopus laevis; dictyostelium
discoideum; ndm nhu 13 pneumocystis carinii, Takifugu rubripes, ndm men,
Saccharamoyces cerevisiae hodc Schizosaccharomyces pombe; hodc ky sinh trung st rét.
Cac axit nucleic khuén 36 cling c6 thé duoc bat nguén tir cac sinh vat nhan so nhu la vi
khuan, Escherichia coli, staphylococci hoic mycoplasma pneumoniae; Vi khuén cé; virut
nhu 1a virut Hepatitis C, virut ebola hodc virut gdy suy giam mién dich & nguoi; hoic
viroid. C4c axit nucleic khuon 36 c6 thé duoc bit ngudn tir sw nudi cdy dong nhat hodc
quin thé cua cac loai sinh vét trén hodc con tir tip hop cua nhitu loi sinh vét khac nhau,

vi du, trong cOng déng hoac hé sinh thai.

Ngoai ra, cac axit nucleic khudn/dich 36 c6 thé khong dwoc bit ngudn tir cac
nguc‘Sn tw nhién, ma con c¢é thé duoc téng hop st dung cac k¥ thuét da biét. Vi dy, cac dau
do bidu hién gen hodc cac dau do xac dinh kiéu gen c6 thé dugc téng hop va duoc sir

dung trong cac vi du dwgc thiét 1ap trude trong day.

Trong mot s6 vi dy, céc axit nucleic khudn/dich 36 ¢ thé thu dugc nhu 14 cac doan
ctia mot hodc nhiéu axit nucleic 16n hon. Su phan doan c6 thé duge thuc hién st dung mot
s6 trong sé nhiéu k§ thuat da biét trong linh vuc k§ thuat nay bao gdm, vi du, khi dung
hoéa, nghién biang séng am, cat hoa hoc, cét bang enzym, hodc cit xén vat ly. Su phan
doan cling co thé nho st dung k¥ thuat khuéch dai cu thé ma tao ra cac san phém khuéch

dai bing cach sao chép chi phan axit nucleic 16n hon. Vi du, phan éng khuéch dai PCR
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tao ra cac doan c6 kich thuéc duwoc xac dinh bang chiéu dai cia trinh ty nucleotit trén
khuén mau goc ma né & gitta cac vi tri tai d6 cac moi suon lai trong sudt qua trinh khuéch

dai.

Tép hop céc axit nucleic khudn/dich 36, hodc cac san phim khuéch dai cta ching,
¢6 thé ¢6 do dai soi trung binh 12 nhw mong doi hodc thich hop cho tmg dung cu thé cua
cac phuong phap, cac bo kit, hodc hé théng 30 duoc thiét Iap trude trong day. Vi du, do
dai soi trung binh c6 thé 1a it hon khoang 100.000 nucleotit, 50.000 nucleotit, 10.000
nucleotit, 5.000 nucleotit, 1.000 nucleotit, 500 nucleotit, 100 nucleotit, hoac 50 nucleotit.
Thay vao d6 hodc ngoai ra, d¢ dai sgi trung binh c6 thé 16n hon khoang 10 nucleotit, 50
nucleotit, 100 nucleotit, 500 nucleotit, 1.000 nucleotit, 5.000 nucleotit, 10.000 nucleotit,
50.000 nucleotit, hoic 100.000 nucleotit. Do dai sg¢i trung binh cho tip hop cac axit
nucleic dich, hodc cac san phdm khuéch dai coa ching, cé thé ndm trong khoang gitta gi4

tri toi da va tdi thiéu duoc thiét 1ap tir trudce & trén.

Trong mdt sb trudng hop, tap hop céac axit nucleic khudn/dich 36 c6 thé dugc tao
ra duéi cac didu kién hoic néu khéng thi dwoc tao ciu hinh dé c6 do dai tdi da cho cac
phdn tir ctia n6. Vi du, d dai t6i da cho cac phan tir c6 thé 1a it hon khoang 100.000
nucleotit, 50.000 nucleotit, 10.000 nucleotit, 5.000 nucleotit, 1.000 nucleotit, 500
nucleotit, 100 nucleotit hodc 50 nucleotit. Thay vao d6 hodc ngoai ra, tdp hop cac axit
nucleic khuon 36, hoac cac san phém khuéch dai cua chung, ¢6 thé duoc tao ra dudi cac
didu kién hozc néu khong thi dugc tao cAu hinh dé c6 do dai téi thiéu cho cac phan tir cia
né. Vi dy, do dai t6i thiéu cho cac phan tir c¢6 thé dai hon khoang 10 nucleotit, 50
nucleotit, 100 nucleotit, 500 nucleotit, 1.000 nucleotit, 5.000 nucleotit, 10.000 nucleotit,
50.000 nucleotit, hodc 100.000 nucleotit. P9 dai soi t6i da va toi thiu cho cac axit
nucleic khudn 36 trong tip hop c6 thé nim trong khoang gifta gia tri t61 da va tdi thiéu
duoc thiét 1ap tir trude & trén.

Nhu duge thé hién trén Fig. 2, axit nucleic khuén 36 (vi du, sgi ADN so1 don) dé
duogc gidi trinh tu dugce lién két v6i polymeraza 26 sau khi dd dugc dua vao chat long
cing v6i hodc phan tach véi cdc chat phan tmg, nhu 1a céc nucleotit dugce danh dau 10

(khong dugc thé hién trén Fig. 2) da duge mo ta trude dob.
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Axit nucleic khudn 36 va/hodc cc chat phan tmg (vi du, cac nucleotit dugc déanh
déu 10) c6 thé c6 mit trong chat 16ng va duoc dua vao té bao chay 34. Chét long c6 thé
bao gdm dung dich dém c6 nong do mudi thip. Nhu cac vi du, dung dich dém c6 ndéng do
mudi thép c6 thé chira mubi tir nhiéu hon 0 mM dén gin 50 mM. Nhu mét vi du, dung
dich d&m c6 ndng d6 mubi thip c6 thé chira dén 5 mM Mg?* trong dém Tris (pH 8,0).
Viéc st dung dung dich dém c6 nong do mudi thip c6 thé 12 dang mong dgi sao cho ving
cam bién 31 (tirc 13, chidu dai Debye) khong bi anh huéng bat lgi, tire 13, khong qué dai
dé ngan ngira sy cam bién cua cac thé dién tich 18. Chét long ciing co thé chira cac chit
xtic tac, nhu 14 cac enzym, ma dé dang hoéa phan mg, cic chat phu gia khic, va cac dung

mbi (vi du, nuée, dimetyl sulfoxit (dimethyl sulfoxide - DMSO), betain, formamit, v.v).

Trong mot s6 vi dy, nhidu nucleotit dugc danh dAu 10 khéc nhau c6 thé duoc sir
dung cung nhau trong chét 1éng ma duoc dua vao bo cam bién dién tich 35. Trong céac vi
du nay, duge hidu 13 phan ti lién két 14, 14’ c6 thé hodc gidng nhau cho tat ca cac loai
nucleotit dwoc danh ddu, hodic c6 thé khac nhau. Cac tinh chét ciia phan tir lién két 14,
14°, nhu 1a @6 dai va do cung, co thé dugc thay ddi sao cho anh huéng dén tdc do cua
phan ung oxy hoéa-khtr. Céc tinh chit nay c6 thé duoc didu chinh mot céch riéng ré cho
nucleotit dugc danh diu 10 va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 dugce két hop cua
né. Céc tinh chit ctia ving dac hidu 24 cua phén tir lién két 14’ ciing c6 thé dugce thay doi
d& anh huéng téc d6 cia phan g oxy héa-khir. Phan tir lién két 14, 14° ¢6 thé duge thay
d6i dé ting hodc giam lwong thoi gian ma thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir 18 & trong
ving 1an can véi kénh din dién 32. Cac thay dbi nay c6 thé duoc sir dung dé lam anh
huong tdc do truyén electron. Lam nhu vy, céc twong tac ngin ngi giita thé dién tich 18
va kénh dan dién 32 tir cac nucleotit duoc danh diu 10 dang phéan tan c thé duogc 1am cho
it c6 xu hudng gay ra sy truyén electron. Ngoai ra, viéc giir thé dién tich hoat tinh oxy
héa-khtr 18 trong thoi gian lau hon trong ving lan can gin kénh din dién 32 c6 thé giy ra

kha nang cao hon cua viéc truyén electron.

Trong mot vi du, bdn nucleotit duge danh dau 10 khac nhau duge st dung trong
chit l6ng ma dwoc dua vao bd cam bién dién tich 35, mdi by chira nucleotit 12 khac nhau
(cu thé 14 bazo 20 khac nhau) va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir dac hiéu nucleotit 18

khac nhau. Vi du vé& didu nay dugc thé hién trén Fig. 3. Trong vi du nay, cac nucleotit
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dugc danh ddu 10 bao gdm: nucleotit duge ddnh dAu thtr nhit 10A chtra deoxyadenosin
polyphosphat lam nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dic hiéu nucleotit thir
nhét (dugc thé hién véi bén dién tich duong trén Fig. 3); nucleotit duge danh dAu thir hai
10G chuta deoxyguanosin polyphosphat 1am riucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-
khir dac hidu nucleotit thr hai (dwoc thé hién véi bon dién tich 4m trén Fig. 3); nucleotit
dugc danh diu thir ba 10C chira deoxyxytidin polyphosphat 1am nucleotit va thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir dic hi€u nucleotit thit ba (duogc thé hién vé6i hai dién tich 4m trén
Fig. 3); va nucleotit dugc danh dau th&r tw 10T chtra deoxythymidin polyphosphat lam
nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir ddc hiéu nucleotit thir tw (dwoc thé hién
vGi mot dién tich duong trén Fig. 3). Trong vi du nay, cac thé dién tich hoat tinh oxy hoa-

khtr dic hiéu nucleotit thi nhét, thi hai, tht ba va tht tu 13 khac nhau.

Trong vi du duogc thé hién trén Fig. 3, hai thé ctia cac thé dién tich hoat tinh oxy
hoa-khir dac hiéu nucleotit thi nhét, tht hai, thir ba va tht tu mang dién tich duong (vi
du, dATP va dTTP) & trang thai dién tich da thay ddi (tic 13, thay d6i phan ung oxy héa-
khir xay ra), va hai thé con lai cua cac thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khur dac hicu
nucleotit thi nhét, thit hai, thr ba va tht tuw (vi du, dGTP va dCTP) mang dién tich 4am &

trang thai dién tich di thay doi (ttc 13, thay d6i phan tng oxy hoa-khir xay ra).

Trong vi du dugc thé hién trén Fig. 3, mic du cac dién tich trén hai thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir dac hi€u cho cac nucleotit 1a gidng nhau (duong hoic am), cac thé
18 van c6 thé duoc sir dung dé phan biét cac loai nucleotit khac nhau boi vi cac dién tich
¢6 cac d6 bén khac nhau (vi du, sau khi hoat héa oxy héa-khir). Cau hinh vi du duoc thé
hién trén Fig. 3 d& xuét sy phan biét bén trang thai dya trén vi tri lai phan tir ndi don va
bén thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr 18 khéc nhau. Cu thé, ca hai dGTP va dCTP déu
chtra cac thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khtr 18 mang dién tich &m ma phan biét ching
v6i dATP va dTTP; va dGTP c6 thé duge phan biét véi dCTP nho vao dién tich cao hon
mot cach dang ké dién tich trén dCTP. Twong tu, dATP va dTTP c6 thé duoc phan biét
khéi nhau nhd vao dién tich duong cao hon trén phan phan tir dATP so véi phan phan tir
dTTP.
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Trong mdt s vi du, ¢6 thé khong kha thi dé c6 cac thé dién tich hoat tinh oxy hoa-
khir 18 v6i ca hai cuong d6 duong va 4m hoat dong trong cung chét 1ong, boi vi dién ap
duoc yéu cdu dé nap dién thé am c6 thé xa dién tich thé duong, va ngugc lai. Khi do,
trong cac vi du khéc, n6 co thé 1a dang mong doi dé su dung céac vi du vé cac nucleotit
duoc danh dau 10 duge dé cép trong ddy ma chira cac thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir
18 cua mot chiéu phén cuc, va dé sir dung cac nucleotit dugc danh dAu khac ma mang cac
thé dién tich vinh ctru (tﬁ:c 1a khéng oxy hoa-khir). Cac vi du vé céc thé dién tich vinh ctru
chita cac theé dién tich Am nhu 13, vi du, nhém phosphat, DMT va/hodc FMOC; hoac cac
thé dién tich duong, nhu 1a amin so cip. Nhu Ia vi dy, tir mt dén ba nucleotit dugc danh
d4u 10 khac nhau (chtra cac thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18) 06 thé duoc st dung,
va phﬁn con lai cua cac nucleotit dugc danh d4u s& chira cac thé dién tich vinh ctru va
khong phai cac thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir 18. Diéu nay dic biét hitu ich trong
treong hop ma cac didu kién khir hodc oxy hoéa (nhung khong phai ca hai) duoc sir dung.
Puoc hiéu 12 su tich tu khong can xay ra trong cac trudng hop ndy, boi vi khong co nong
do tuong ddi cao ctia cac phan phéan tir 16n ca ca hai loai dién tich trong dung dich tai
cung thoi diém.

Fig. 3 cling minh hoa ving cam bién 31 (ving béng md xung quanh cong G/kénh
din dién 32). Cac bd cam bién dién tich 35 c6 thé dugc hoat dong & cac ndng do mudi
thich hop v& mit sinh hoc, vi du, trong pham vi tir khoang 1 mM dén khoang 100 mM.
Do dai sang loc Debye cua cac dung dich mudi nay cé thé trong pham vi tir khoang 0,3
nm dén khoang 10 nm, ¢6 thé giéi han ving cam bién 31 dén vai nm bén ngoai bé mit

cua cong G va thudng c6 thé giam cac muc tin hiéu dén gidi han cua kha ning do duge.

Trong khi cac polymeraza 28 dugc ndi duoc thé hién trén kénh dan dién 32 trén
" Fig. 3, dwoc hiéu 1a trong bd cam bién dién tich 35 cu thé, mot polymeraza 28 duge nbi
v&i mot kénh dan dién 32. Khi @6, vi du duoc thé hién trén Fig. 3 minh hoa polymeraza
28 trong sudt cac su kién hop nhat bon nucleotit khac nhau, va anh hudng 18n céc thé dién

tich hoat tinh oxy hoa-khu 18 khac nhau trong sudt cac su kién hop nhét tuong tmg.

Tham khao dén Fig. 4, vi du vé phuong phap duge md ta. Phuong phap 100 bao

gdm viéc dua axit nucleic khuén 36 vao kénh dan dién 32 c6 polymeraza 26 duge ndi
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thém vao d6 (sé chi din 102); viéc dua céc nucleotit duge danh déu 10 dén kénh dan dién
32, it nhit mot trong s6 cac nucleotit duge danh ddu 10 chira nucleotit 12 va thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir dic hiéu nucleotit 18 dwgc gin thém vao d6, nho d6 mot trong sb
cac nucleotit dwgc danh ddu 10 két hop véi polymeraza 26 (s6 chi din 104); trong khi mot
trong s6 cac nucleotit duge danh dAu 10 dwoc két hop, bat dau phan ung oxy héa-khtt
gitta thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiéu nucleotit 18 va kénh dan dién 32 dé thay
d6i trang thai dién tich cta thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dic hidu nucleotit 18 (s
chi dan 106); va trong dp tmg v&i phan tng oxy héa-khir, phat hién dap ing cia by cam
bién dién tich 32 (s6 chi din 108). Cac Fig. 5A va 5B ciing s& duoc tham khao thong qua
phan thao luan ctia phwong phap 100.

Nhu duoc thé hién trén Fig. 5A, axit nucleic khudn 36 dugc dua vao b cam bién
dién tich 32 c6 thé dugc giir tai chd gén polymeraza 26, dugc nbi v6i bd cam bién dién

tich 32. Axit nucleic khuon 36 dwoc thé hién trén Fig. 5A c6 thé 13 sgi khuén mau ADN.

Ciing nhu duoc thé hién trén Fig. 5A, nucleotit dugc danh dau 10 c6 thé chira bazo
20 ma dugc bd sung véi axit nucleic dich cta axit nucleic khudn 36. Nucleotit dugc danh
ddu 10 s& duoc giif tai chd, trong phan, gan polymeraza 26 ciing dugc lién két v6i axit
nucleic khuon 36. Néu c6 mit, ving dic hidu 24 cia phén tir lién két 14> cua nucleotit

duge danh diu 10 c6 thé trong tac voi phan tir ndi 28.

Vi du v& nucleotit duge danh d4u 10 dwoc két hop v6i phan tir ndi 28 dugce thé hién
trén Fig. 5B. Trong vi du nay, phan tir lién két 14° cua nucleotit dugc danh ddu 10 chira
vung dic hiéu 24 (vi dy, A’, B’, C’*) ¢6 ai lyc cho phﬁn (vi du, A, B, C) cta phan tu ndi
28. Trong vi du cu thé ndy, viung dic hiéu 24 (vi du, A’, B’, C*) chira céc nucleotit hodc
céc axit peptit nucleic ma bd sung véi cc nucleotit hodc cac axit peptit nucleic ctia phan
(vidy, A, B, C) cua phén tir ndi 28. Trong vi du khac, ving dc hiéu 24 va ving nhan cla
phan tir ndi 28 c6 thé 1a cac phin phan tir khong phai axit nucleic ma c6 ai luc véi nhau.
Trong vi du khac, vung dac hiéu 24 co thé 1a phan phan tir khong phai axit nucleic ma c6
4i luc cho polymer ki nuée (modt vi du vé phéan tir ndi 28). Lién két dc hiéu gifra cac ving
nay co thé do bét cap bazo Watson-Crick ti€u chuan. Ving dic hiéu 24, trong vi du nay,

cling c6 thé chita cac inosin (I) bén suon trinh ty nucleotit A’, B°, C’. Cdc inosin la cac
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bazo phd quat, va vi vy c6 thé bét cip vdi tit ca bon nucleotit tir nhién ciia ADN. Khi do6,
céc tuong tac lién két thém c6 thé do céc twong tac cua cac bazo phd quét (vi du, inosin I)
v6i cac nucleotit tw nhién trén phan tir ndi 28. Vi vay, khi nucleotit dwgc danh déu 10
duoc ndi voi polymeraza 26 trong sudt sy hop nhat, lién két hop luc tao ra gita ving dic
hiéu 24 cua nucleotit dugc danh d4u 10 va phan tir ndi 28, ma 1am ting mdt cach dang ké

d6 6n dinh coa sy twong tac giita nucleotit dugc danh dau 10 va phan tir ndi 28.

Khi phén tit lién két 14 ciia nucleotit dugc danh dau 10 khong chira ving ddc hiéu
24, duoc hiéu 13 nucleotit dugc danh ddu 10 s& duogc giit tai chd nho sy twong tac véi
polymeraza 26. D¢ dai cua phan tir lién két 14 c6 thé gitip dam bao 13 thé dién tich hoat

tinh oxy héa-khtr 18 dugc giit trong ving cam bién 31 cua cong G/kénh dan dién 32.

Su twong tac gitra nucleotit dugc danh diu 10 va polymeraza 26, hoic giita
nucleotit duoc danh déu 10 va polymeraza 26 va phan tir ndi 28 khién thé dién tich hoat
tinh oxy héa-khir 18 di vao trong ving cam bién 31 cia kénh dan dién 32. (Céc) sy tuong
tac cling giup duy tri thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 trong ving cam bién 31 trong
thoi gian d cho truyén dién tich hidu qua va hoan toan. Thoi gian nay c6 thé 1a 1én dén
mudi mili gidy. Tuong tac twong dbi dai nay 1a khong gidng cac nucleotit dwgc ddnh dau
khac 10 ¢6 mit trong dung dich, c6 thé phan tin va cham nhanh kénh dan dién 32. Tuong
tac ngin nay khoéng du dai cho su truyén du dién tich xay ra, va vi vy trong céc trudng
hop ndy, thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 khéng mang dién tich va khong c6 dap

ung dugc do boi b cam bién dién tich 32.

Trong vi du dugc thé hién trén Fig. SA, thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr 18 lam
tr ddng phtaloxyanin ctia nucleotit dwgc danh dau di vao truong (vi du, ving cam bién
31) ma ndm trong tir khoang 1 nm dén khoang 2 nm cua kénh dan dién 32. Béi vi
nucleotit duge danh ddu 10 duge giit tai chd, thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 &
trong vi tri dé mang dién tich nh& cong G/kénh din dién 32.

D@ bét dau phan Gng oxy hoa-khir giita cong G/kénh din dién 32 (vi dy, diy nano
silic, 6ng nano cacbon, v.v) va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khwr 18, di€n ap duoc nap
vao cdng G/kénh dan dién 32 c¢6 thé dugc didu chinh dén dién ép oxy hoa hodc dién ap

khtr cua thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir 18. Khi dugc oxy hoa, thé dién tich hoat tinh
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oxy hoa-khir 18 mét cac electron, va vi viy céng G/kénh dan dién 32 tao ra cac dién tich
dwong tong thé cho thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18. Khi duoc khir, the dién tich
hoat tinh oxy héda-khir 18 thém cac electron, va vi vay cong G/kénh din dién 32 dua céac
dién tich Am téng thé vao theé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18. Nhur 1a két qua cua phan
g oxy hoa-khu, trang thai dién tich cta thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khtr 18 dugc
thay d6i. Trang thai mang dién tich cao dugc thay dbi nay (vi du, so véi trang thai cua thé
dién tich hoat tinh oxy héa-khtr 18 trudc khi mang dién tich, 1a trang thai khong dugc oxy
héa hodc khong duoc khir) lam nhidu trudong xung quanh kénh dan dién 32 va tao ra tin
hiéu c6 thé do.

bién ap dugc nap vao kénh dan dién 32 trong sudt phan g oxy héa-khtt va trong
sudt sy do co thé phu thudc vao thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir 18 dugc st dung. Vi
du, dién &p duoc nap c6 thé khac véi dién 4p doc, va vi vay kénh dan dién 32 c6 thé quay
tron theo chu ky gitta (cac) dién 4p duge nap va (cac) dién ap doc. Trong vi du, viéc bat
dAu phan tmg oxy hoa-khir bao gdm viéc nap dién 4p tai dén kénh dén dién 32, va phat

hién dap tmg ctia kénh din dién 32 bao gdm viéc nap dién ap doc dén kénh dan dién 32.

Dép tmg cla kénh din dién 32 sau phan tmg oxy hoa-khir 14 chi thi cua trang thai
dién tich duoc thay dbi ciia thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18. Dap mg ctia kénh dan
dién 32 sau phan tng oxy héa-khtr cling co thé 1a chi thi cta bazo 20 cta nucleotit duge
dénh d4u 10 bai vi thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khtwr 18 1a ddc hiéu nucleotit (tic 1a, thé
18 dic hiéu duge chon loc cho bazo 20 dic hiéu). Khi do, phuong phap 100 ciing c6 thé
bao gdm viée két hop dap img ctia kénh din dién 32 véi thé dién tich hoat tinh oxy hoa-
khtr ddc hiéu nucleotit 18 cua mot trong s6 cac nucleotit duge danh dau dugc két hop 10
(tirc 14, nucleotit dwoc danh ddu 10 da duge lién hop v6i polymeraza 26), va dua trén the
dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dac hiéu nucleotit 18, xac dinh nucleotit (vi du, bazo 20)
cta nucleotit duge danh déu duge két hop 10 (tie 14, nucleotit duge déanh diu 10 da dugce
lién hop véi polymeraza 26).

Bazo 20 ciia nucleotit duge danh du duoc két hop 10 s& duge hop nhit vio mach
méi 38 ma duoc lai vé6i axit nucleic khudn 36. Didu nay sé, lan luot, pha v mot cach tu

nhién lién két gitta nhom phosphat 16 ctia nucleotit dugc danh dau 10 va nucleotit bazo
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20 méi duge hop nhét. Vi du, sau su hop nhét cia nucleotit bazo 20 vao mach méi 38,
lién két gitra phosphat alpha va phan tir lién két 16 hoac giita phosphat alpha va phosphat
beta dugc cit mot cach tu nhién. Két qua 1a, phan con lai ciia nucleotit duge danh dau 10
(vi du, c4c thanh phan 14 hodc 14’ va 18) 14 tir do d€ phan ly tir nucleotit bazo 20 va phan
tan ra tir kénh din dién 32, bang cach d6 phuc hdi trudng xung quanh kénh dan dién 32 veé
trang thai né & d6 trudce khi lién hgp nucleotit dwoc danh dau 10 véi polymeraza 26. Su
xuAt hién va bién mat cia cac tin hiéu nhu 13 truong xung quanh kénh dan dién 32 bi
nhidu va duoc quay vé trang thai khong nhidu, mot cach tuwong Gng, c6 thé twong tmg véi
su hop nhit cua nucleotit bazo 20 vao mach méi 38 cua axit nucleic khudén 36. Khi do,
cac vi du cua phuong phap 100 ciing chira viéc cat (vi du, tai nhém phosphat 16) thé dién
tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiéu nucleotit 18 va phéan tir lién két 14, 14’ tir mot trong
s cac nucleotit duge danh dau duoc két hop 10, nho d6 nucleotit bazo 20 cia nucleotit
duoc danh ddu duoc két hop 10 dugce hop nhét vao mach méi 38 b sung véi axit nucleic
khudn 36. Viéc cit c6 thé bao gém doi viec cat tu nhién xay ra. Khi tin hiéu quay lai vé

| trang thai duong co sé gitta cac su hop nhét thanh cong bazo 20 cia nucleotit duge danh
dau, phat hién cdc doan polymer ddng nhat trong mach méi 38 doc theo sgi khudn mau 36
la kha thi.

Mbt sé vi du dugc dé cap ¢ day tan dung lién két hop luc cla nucleotit duge danh
dau 10 v6i polymeraza 26, mot minh hodc trong su két hop v6i phan tir ndi 28, dé mang
va gitt thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir 18 ¢ gin vimg cam bién 31 cua kénh dan dién
32. D6 6n dinh cua phirc hgp dugc tao ra gitra phan tir ndi 28 va vung dic hiéu 24 c6 thé
twong dbi thap, vi vay phic hop nay (gitta ving dic hiéu 24 va phan tir nbi 28) khong tao
ra cho cac nucleotit duge déanh ddu 10 ma ciing khong duge lién két véi poiymeraza 26
(tic 1a, cac nucleotit dugce danh d4u 10 ma tu do trong dung dich khong vé cin ban lién
két v6i phan tir ndi 28). Noi cach khac, tj 16 tit ciia phirc hop ¢6 thé cao du dé thoi gian
ton tai ngén. Tuy nhién, khi su Kkét hop 6n dinh dugc tao ra giira nucleotit dugc danh dau
10 va polymeraza 26, ndng do cuc bd cla phan tir lién két 14, 14’ ting xung quanh phan
tir ndi 28, vi vay din dén ty 1& cao cua ving dic hidu 24 trén phan tir ndi 28. Bang cach
nay, thoi gian két hop toan cuc dugc ting 1én dédng ké & trang thai két hop véi polymeraza

ctia nucleotit dwoc danh déu 10 so v6i trang thai khong két hop clia cac nucleotit dugce
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dénh dau 10 troi tu ‘do. Hiéu tng déng van cua céc ai luc cua nucleotit duge danh dau 10
cho polymeraza 30, m¢t minh hodc trong su két hop v6i phén tir ndi 28, cho phép 4i luc
lién két tong thé bén. Sau su cit tu nhién boi polymeraza 26 sau sy hop nhat nucleotit
bazo 20, hiéu img ddng van bi mat va thé dién tich 18 cling s& phan tach tir kénh dan dién
32.

Trong phuong phap vi du 100, viéc két hop cia mot trong s6 cac nucleotit dugc
danh diu 10 véi polymeraza 28, viéc bat dAu phan tmg oxy hoa-kht, phat hién, viéc két
hop clia dap Gng, va viéc xac dinh nucleotit bazo 20 dugc hop nhét cing nhau 1a chu ky
giai trinh tw. Phuong phap 100 con c6 thé bao gdm viéc thuc hién chu ky giai trinh t
khac v6i nucleotit duge danh ddu 10 khac ma két hop véi polymeraza 26. Thyuc hién chu
ky giai trinh tu tiép theo c6 thé bao gdm viéc cho phép nucleotit duge danh du tiép theo
cac nucleotit dugc danh diu 10 két hop véi polymeraza 26; trong khi nucleotit dugc danh
déu tiép theo cta cac nucleotit dugc danh diu 10 duoc két hop, bat diu phan tmg oxy
héa-khtr khac giita thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir ddc hi¢u nucleotit khac 18 va bd
cam bién dién tich 32 d& thay doi trang thai dién tich ctia thé dién tich hoat tinh oxy hoa-
khtr dic hiéu nucleotit khac 18; trong dap ‘g voi phan tng oxy hoéa-khtr khac, xac dinh
dap tmg khéc ctia bd cam bién dién tich 32; viéc két hop dap tmg khac clia b cam bién
dién tich 32 véi thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir ddc hiéu nucleotit khac; va dua trén
thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiéu nucleotit khac 18, xac dinh nucleotit (bazo
20) ctia nucleotit dwgc danh dau tiép theo clia cac nucleotit dugc danh du 10 (tirc 13, n6
da duge két hop véi polymeraza 26). Thé dién tich hoat tinh oxy héa-khur dac hiu
nucleotit khac ¢6 thé duoe cét, va nucleotit (bazo 20) cua nucleotit dwoc danh diu tiép
theo cua cac nucleotit dugc danh diu 10 duoc hop nhét vao mach méi 38 bd sung voi axit

nucleic khudn 36. Chu k¥ giai trinh ty c6 thé dugc 1ap lai.

Trong cac vi du dugc dé cap trong day, dang séng cling ¢6 thé duoc sir dung. Dang
séng c6 thé duge giam sat dé x4c dinh khi n6 dat mot hoic nhiéu hon cac dién 4p ngudng
cho dién thé oxy héa-khir clia cc thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir 18 c6 cac dién thé
oxy hoéa-khir khac nhau. Trong cac truong hop nay, sy thay ddi trong dong dién thu dugc
thong qua cdng G/kénh din dién 32 c6 thé dugc sir dung nhu 14 théng tin dé xac dinh
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bazo 20 cua nucleotit dugc danh diu 10 chira thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir 18 ma

duoc két hop vai dién ap ngudng cu theé.

Trong cac vi du dugc dé cap trong day, sb luong céc eletron dugce truyén dén hoac
tir thé dién tich hoat tinh oxy héa-khwr 18 ciing c6 thé dwgc giam sat. S6 lugng duoc
truyén cua cac electron c6 thé dugc sir dung dé xac dinh nucleotit bazo 20 dugc két hop

v6i polymeraza 26, va polymeraza 26 hop nhit vio mach méi 38.

Céc nucleotit duoc danh dau 10 va hé théng 30 duge @ cap o day co thé dugc str
dung cho mot sb trong s6 nhiéu ung dung. Nhu dugc mo ta trong sw vién dan dén cac Fig.
4, 5A va 5B, tng dung hitu ich cu thé 1a viéc giai trinh tr axit nucleic, nhu 1a viéc giai
trinh tu phan tir don bang cach tong hop (sequencing-by-synthesis - SBS). Trong SBS
don phan t, viéc m& rong mdi axit nucleic doc theo axit nucleic khuén 36 (vi dy, axit
nucleic dich hoac san phém khuéch dai ciia n6) duge giam sat dé x4c dinh trinh ty cta cac
nucleotit trong khudn mau 36. Quy trinh héa hoc co s& ¢o thé 1a sy tring hop (vi du, khi
dugc xuc tac boi enzym polymeraza 26 nhu duge mo ta trong day). Trong vi du SBS phan
tir don dua trén polymeraza cu thé, cac nucleotit (vi du, cac bazo 20) duge thém vao moi
(bang cach d6 mo rong mdi va tao ra mach méi 38) theo cach phu thudc khudn mau sao
cho phat hién tht tu va loai cua cac nucleotit dugc thém vao moi ¢6 thé duge st dung dé
x4c dinh trinh tu ciia khudén mau. Nhidu khuén mau 36 khac nhau tai cac kénh dan dién
32 khac nhau cta chip c6 thé 1a déi twong cia k§ thuat SBS phan tir don dudi cac dicu
kién tai d6 cac su kién xay ra cho cac khuon mAu 36 khic nhau cé thé duoc phan biét
bé'mg cac bo do riéng & ma hoat dong ndi véi mdi kénh dan dién cua cac kénh dan dién
32. Mbi kénh din dién 32 (va cac dau ngudn va du bd xa S, D ctia né) c6 thé duoce dat
trong chd 16m hodc giéng cua té bao chay, gitp tach vé mit vat Iy mot kénh 32 khoi kénh
ké can 32 trong chip.

‘Céac tmg dung thich hgp khac cho cac nucleotit dugc danh dau 10, bo kit, va hé
théng 30 dugc dé cap & ddy bao gdm giai trinh tu bing cach ndi va giai trinh tu bang cach
lai. Ung dung hitu ich khac cho cac nucleotit duge danh diu 10 va hé théng 30 duge dé
cap & day 1a phan tich biéu hién gen. Biéu hién gen c6 thé duge do hodc dugc dinh lwong

str dung cac k¥ thuat giai trinh tw ARN, nhu 1a cac k¥ thuat c¢6 lién he dén nhu 1a giai trinh
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tr ARN k¥ thuat sb. Cac k¥ thuat giai trinh tu ARN c6 thé duoc thuc hién sir dung cac hé
phuong phap giai trinh tu da biét trong linh vuc k¥ thuat nay nhu 13 céc k¥ thuét dugc
thiét 1ap tir trudc o trén ngoai trir phat hién huynh quang cac nucleotit dugc danh du vé
mit quang hoc c¢6 thé dugc thay bang cac phuong phép do dya trén dién tich duogc thiét
1ap trude trong day. Biéu hién gen ciing c¢6 thé duoc do hodc duoc dinh Iwong str dung céac
k¥ thuat lai duoc thyc hién bang cach lai truc tiép vdi chip hodc str dung xét nghiém da
cong, cac san pham cia éht’mg duogc do trén chip. Cac phuong phap nay co thé sin sang
duoc 1am thich Gng bang cach thay thé phat hién cac ddu quang hoc va huynh quang bing
cac k¥ thuat do dua trén dién tich, va cac thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir 18 duoc

thiét 1ap truGe trong day.

Can dugc cong nhén 13 tit ca cac su két hop cila cac khai niém di néi & trén va céc
khai niém bd sung duoc thdo luan chi tiét hon dudi day (duwoc @ xuét 1a cac khai niém
nay khong mau thudn véi nhau) duge dy tinh nhu 1a phan cta déi tugng yéu cau bao ho
duoc dé cap ¢ day. Cu thé, tat ca cac su két hop cua dbi tugng yéu cau bao ho & cudi sang
ché nay dugc dy tinh nhu 13 phin ctia di twong yéu ciu bao ho duge dé cap & day. Can
duge cong nhan 13 hé thdng thuat ngit 16 rang dugc dung trong day cling c6 thé xuét hién
trong ban mé ta bit ky dwgc hop nhit bang cach vién dan dén can dugc chip nhan y nghia

nhat quan nhat véi cac khai ni€m cu theé duge deé cap ¢ day.

Vién dan trong sudt ban mo ta dén “mot vi du”, “vi du khac”, “vi du”, va v.v, nghia
12 chi tiét cu thé (vi du, d4u hiéu, cdu tric, va/hodc dac trung) dugc md ta khi két hop véi
vi du dugc chtra trong it nhat mét vi du dugc mé ta trong day, va cé thé hodc c6 thé
khong c6 mat trong cac vi du khac. Ngoai ra, duge hiéu 12 cac chi tiét dwgc mé ta cho vi
du bat ky c6 thé duoc két hop theo cach bt ky pht hop trong nhiéu vi du trir phi ngit
canh 3 rang biéu thi cai khac.

Céc thuét ngir “vé can ban” va “vé” dugc sir dung trong ban md ta nay, bao gdm
cac yéu cau bao ho, duoc sit dung dé mo ta va giai thich cho cac su dao dong nho, nhu 1a
do cac sy thay ddi trong quy trinh. Vi du, ching c6 thé lién quan dén it hon hoic bang

+5%, nhu 14 1t hon hodc bing +2%, nhu 13 it hon hodc bing +1%, nhu 14 it hon hoc bang
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+0,5%, nhu 13 it hon hogc bang +0,2%, nhw 14 it hon hodc bang £0,1%, nhu 1a it hon hodc
bang +0,05%.

Ngoai ra, dugc hiéu 14 cac pham vi dé xuét trong day chira pham vi da dinh va gia
tri bat ky hoac cac pham vi con nam trong pham vi da dinh, nhu thé gia tri hodc pham vi
con nay d3 dugc chi dinh rd rang. Vi dy, pham vi dugc dai dién boi tir khoang 1 dién tich
dén khoang 100 dién tich, can dugc giai thich 1a chira khong chi cac gidi han duoc chi
‘dinh 0 rang cua tir khoang 1 dién tich dén khoang 100 dién tich, ma con chira cac gia tri
riéng 18, nhu 12 khoang 5 dién tich, 50 dién tich, 75 dién tich, v.v, va cac pham vi con, nhu

12 tir khoang 15 dién tich dén khoang 85 dién tich, v.v

Trong khi nhiéu vi du da duwoc mé ta chi tiét, dugc hiéu 1a cac vi du dugc de cap co

thé dwoc bién dbi. Vi vay, phdn mé ta da dugc dé cap 1a duge xem 13 khong gi6i han.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Nucleotit duoc danh diu, bao gém:

nucleotit;

phan tur lién két dugc gén vao nhom phosphat cia nucleotit; va

thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dugc gén vao phan tir lién két, thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir dugc oxy héa hodc dwoc khur béng kénh dan dién khi duoc duy tri
& gAn ving cam bién ctia kénh dan dién;

trong d6 phan tir lién két bao gdm chudi alkyl, nhém amit, chudi poly(etylen
glycol), va triazol.
2. Nucleotit dugc danh diu theo diém 1, trong d6 thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khtr
chira nguyén tir kim loai dugc tao phuc dé tham gia phan ung oxy héa-khur.
3. Nucleotit dugc danh dau theo diém 1 hodc 2, trong d6 phan tir lién két bao gdm ving
dac hiéu duogc ge‘ln vao thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir.
4. Nucleotit dugc danh dau theo diém 3, trong d6 ving dic hiéu twong tac véi ving chat
nhan trén phan tr ndi duoc lién két v6i kénh dan dién, va ving dic hiéu chira thé ai lyc.
5. Nucleotit dugc dénh diu theo diém 4, trong d6 ving dic hiéu lai véi ving chat nhan
trén phén tir nbi dugc lién két v6i kénh dan dién, va the i luc chia trinh tu nucleotit chira
tr mot nucleotit dén muoi nucleotit hodc trinh tr axit peptit nucleic chira tir mt axit
peptit nucleic dén mudi axit peptit nucleic.

6. Nucleotit duoc danh déu theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong do:

thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir chita 10 dién tich hodc it hon & trang thai

khong duoc oxy hoa hoac khong duoc khir; va

thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir chtra tir 1 dién tich dén 100 dién tich & trang

thai duoc oxy hda hoac duogc khir.

7. Nucleotit duge danh diu theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 chudi

alkyl gdm it nhat 6 nguyén tir cacbon.
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8. Nucleotit dwoc d4nh dAu theo didm bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 chudi
poly(etylen glycol) gdm it nhit 3 don vi etylen glycol.
9. Phuong phap giai trinh tu axit nucleic bao gom:
dua axit nucleic khudn vao kénh dan dién c6 polymeraza duge ndi thém vao do;
dua cac nucleotit duoc danh dau vao kénh dan dién, it nhit mot trong sb céac
nucleotit dwoc danh dAu chira nucleotit, phan tir lién két duoc gin véi nhém photphat cia
nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khtr dic hiéu nucleotit dugc gén thém vao do,
nhd d6 mot trong sb cac nucleotit duge danh dau lién két v6i polymeraza va trong d6

phéan tir lién két bao gdm chudi alkyl, nhém amit, chudi poly(etylen glycol), va triazol;

trong khi mot trong sé cac nucleotit dugc ddnh diu duoc két hop, bat dau phan
rng oxy héa-khir gitta thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir déc hiéu nucleotit va kénh dan
dién dé thay doi trang thai dién tich ctia thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir dac higu

nucleotit; va
dap ung v6i phan tmg oxy hoa-khir, phat hién dap img cta kénh dan dién.

10. Phuong phéap theo diém 9 trong dé:
bét dAu phan tmg oxy héa-khir bao gom nap dién 4p tai vao kénh dan dién; va
phat hién d4p Gmg bao gdm nap dién 4p doc vao kénh dan dién.

11. Phuong phép theo diém 9 hoic 10, phuong phép nay con bao gbm:

két hop dap tmg cua kénh din dién véi thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dac

hiéu nucleotit cia mot trong s6 cac nucleotit duoc danh dAu duoge két hop; va

dua trén thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr ddc hi€u nucleotit, xac dinh nucleotit

ctia nucleotit duge danh diu duogc két hop.

12. Phuong phap theo diém 11, phuong phép ndy con bao gOm cét thé dién tich hoat tinh
oxy hoa-khir dac hiéu nucleotit khoi mdt trong sé cac nucleotit duoc danh du dugc két
hop, nho d6 nucleotit cua nucleotit dugc danh dau dugc két hop dugce hop nhét vao mach

mai bo sung vaéi axit nucleic khuon.
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13. Phuong phap theo diém 12, trong d6:

két hop ctia mot trong sb cac nucleotit duge danh dAu, bit dau phan umg oxy hoda-
khtr, phat hién, két hop, va xac dinh cling nhau 1a chu ky giai trinh tu; va
phuong phap nay con bao gom:
thuc hién chu ky giai trinh ty tiép theo bang cach:
cho phép nucleotit dugc danh diu tiép theo ciia cic nucleotit dugc
danh d4u két hop véi polymeraza;
trong khi nucleotit dugc danh dau tiép theo cua cac nucleotit dugc
danh diu duoc két hop, bat dau phan tmg oxy héa-khir khac giita thé dién
tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiéu nucleotit khac va kénh dan dién dé thay
ddi trang thai dién tich cua thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-khir diac hi€u
nucleotit khac;
trong dap ung v&i phan tmg oxy héa-khtr khac, phat hién dap tmg
khac trén kénh dan dién;
két hop dap tmg khac ciia kénh din dién véi thé dién tich hoat tinh
oxy hoa-khwr dac hiéu nucleotit khac; va
dua trén thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr dac hiéu nucleotit khac,
x4c dinh nucleotit cia nucleotit dugc danh déu tiép theo cia cac nucleotit
duoc danh dau.
14. Phuong phéap theo diém 13, phwong phap ndy con bao gom:

cit thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dic hiéu nucleotit khac, nho d6 nucleotit
cua nucleotit dugc danh diu tiép theo ctia cac nucleotit duge danh dau dugc hop nhét vao

mach md&i bo sung véi axit nucleic khuon; va

lap lai chu ky giai trinh tu.
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15. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 9 dén 14, trong d6 thé dién tich
hoat tinh oxy héa-khir chira nguyén tir kim loai dugc tao phirc dé tham gia phan tmg oxy
hoa-kht.
16. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 9 dén 15, trong do:
thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir chita 10 dién tich hodc it hon & trang thai
khong dugc oxy hoa hoac khong duge khir; va
thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir chira tir 1 dién tich dén 100 dién tich & trang
thai dién tich da thay doi.
17. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir 9 dén 16, trong d6:
cac nucleotit duge danh du chia:
nucleotit dwgc danh diu thir nhit chira deoxyadenosin polyphosphat lam
nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khr dac hiéu nucleotit thir nhét;
nucleotit dwgc danh ddu tht hai chita deoxyguanosin polyphosphat lam

nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir dac hi€u nucleotit thr hai;

nucleotit duoc danh dau thd ba chira deoxyxytidin polyphosphat lam

nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir dac hiéu nucleotit thir ba; va

nucleotit dugc danh dau thér tu chita deoxythymidin polyphosphat 1am

nucleotit va thé dién tich hoat tinh oxy hoa-khir dac hiéu nucleotit thir tu; va

cac thé dién tich hoat tinh oxy héa-khu déc hiéu nucleotit thir nhét, thi hai, thi ba
va thir tu 1a khac nhau.

18. Phuong phap theo diém 17, trong d6 hai trong s6 cac thé dién tich hoat tinh oxy hoéa-
khtr dac hiéu nucleotit tha nhét, tht hai, thir ba va tht tu 1 dién tich dwong & trang thai
dién tich da thay ddi, va trong do hai thé con lai cua cac thé dién tich hoat tinh oxy hda-
khtr dac hiéu nucleotit th nhét, thi hai, th ba va thit tu mang dién tich Am & trang thai

dién tich da thay doi.
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19. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 9 dén 18, trong d6 cac nucleotit

dwoc danh dAu c6 mit trong dung dich dém c6 ndng d6 mudi thap.

20. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 9 dén 19, trong d6 kénh dan dién

la kénh cua tranzito hiéu Umg truong.
21. B6 kit bao gom:
té bao chay, chira:
kénh dan dién c6 phan tir nbi dugc gan thém vao d6; va
polymeraza dugc gin vao kénh din dién thong qua phan tir nbi;
axit nucleic khudn duge dua vao té bao chay;

cac chit phan tmg dugc dua vao té bao chay, cac chat phan ing chira cac nucleotit
duwoc danh diu, it nhit mot trong s6 cac nucleotit dugc danh dau chira:
nucleotit;
phan tir lién két dugc gin vao nhém phosphat cua nucleotit, trong d6 phan
ttr lién két bao gdm chudi alkyl, nhém amit, chudi poly(etylen glycol) va triazol;
va
thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr duoc gén vao phén tir lién két, the dién
tich hoat tinh oxy héa-khtr duge oxy hoa hodc dugce khir bﬁng kénh dan dién khi
dwoc duy tri & ghn ving cam bién ctia kénh dan dién; va
bd do dé phat hién dap tng tir kénh dan dién khi phan Gng oxy hoéa-khir xay ra
gitra thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr va kénh dan dién.
22. B kit theo diém 21, trong d6 thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr duge chon loc tir
nhém gom feroxen, kém tetrabenzoporphyrin, coban phtaloxyanin, tris-(2,2"-
bipyrimidin)ruteni, ruwou 4-feroxenylbenzyl, kém(Il) 5-(4-hydroxymetylphenyl)-

10,15.,20-trimesitylporphinato, va calixaren hoat tinh oxy hoa-khu.

23. B9 kit theo diém 21 hodc 22, trong do:
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thé dién tich hoat tinh oxy héa-khtr chira 10 dién tich hoac it hon & trang thai

khong dugc oxy hoa hodc khong duoe khir; va

thé dién tich hoat tinh oxy héa-khir chira tir 1 dién tich dén 100 dién tich & trang

thai dugc oxy hoa hodc dugc khi.

24. B9 kit theo diém bat ky trong sb cac diém tir 21 dén 23, trong d6 kénh dan dién Ia

kénh cua tranzito hi¢u ing truong.
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DUA AXIT NUCLEIC KHUON MAU VAO KENH DAN BIEN CO
POLYMERAZA NOI VAO PO

L 104

DUA NUCLEOTIT PANH DAU VAO KENH DAN DIEN, IT NHAT MOT
NUCLEOTIT PANH DAU CUA CAC NUCLEOTIT DANH DAU CHUA
NUCLEOTIT VA THE PIEN TICH HOAT TINH OXY HOA-KHU PAC HIEU CHO
NUCLEOTIT GAN VAO PO, NHO PO MOT NUCLEOTIT PANH DAU CUA CAC
NUCLEOTIT PANH DAU KET HOP VOI POLYMERAZA

:

)

10

£,

TRONG KHI MOT NUCLEOTIT PANH DAU CUA CAC NUCLEOTIT PANH DAU
PUGC KET HOP, BAT PAU PHAN UNG OXY HOA-KHU GIUA THE PIEN TiCH
HOAT TINH OXY HOA-KHU PAC HIEU CHO NUCLEOTIT VA KENH DAN PIEN BE
THAY DPOI TRANG THAI PIEN TICH CUA THE PIEN TICH HOAT TINH OXY HOA-
KHU PAC HIEU CHO NUCLEOTIT

y

T

i /

TRONG PAP UNG VOI PHAN UNG OXY HOA-KHU, DO PAP UNG CUA
KENH DAN DIEN

FIG. 4
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